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1 PESE TA fg ZEHN A PRE a 基因 全 长 CDNA 分 子 克 隆 及 饲料 脂肪 水 平 对 其 在 肝脏 中 表达 的 影响 
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5 江 省 淡水 水 产 研究 所 ， 湖 州 313001) 


6 摘 要 : 本 试验 采用 RT-PCR 〈 反 转录 PCR) 和 cDNA 末端 快速 扩 增 (RACE) 技术 从 半 滑 舌 鲍 肝脏 
7 ”中 克隆 了 乙酰 辅酶 A PRC a CACC) 基因 全 长 tCDNA， 并 采用 实时 痰 光 定量 PCR FANT A18 E fg 
8 ”ACC1 基因 在 肠 道 、 有 肝脏、 肌肉、 卵巢、 脾脏 、 全 脑 、 肾 脏 、 心 脏 、 上 肠系膜 脂肪 等 组 织 中 的 表达 进行 
9 了 研究 ， 此外， 还 研究 了 饲料 脂肪 水 平 对 半 滑 舌 鲍 肝脏 中 ACC 基因 表达 的 影响 。 结 果 表明 : 1) 半 滑 
10 Hh ACCI 基因 cDNA 全 长 7 811 bp, 含 1 个 7 074 bp 的 开放 阅读 框 ， 编码 2 357 个 氨基 酸 ，ACC1 
11 ”蛋白 计算 分 子 质量 为 266 ku， 等 电 点 为 6.42。 半 滑 舌 鲍 ACC] 氨基 酸 序 列 保守 位 点 包括 1 个 ATP 结 
12 AL FR(Gly3!6~ Gly?2!), 1 个 生物 素 结合 位 点 (Val785-Met786-Lys787-Met788)、1 个 辅酶 A 结合 位 点 (Serl969 一 
13. Vall). Jesh, “Flats ACCI 基因 存在 可 变 剪 接 ， 形 成 另外 2 个 同 工 型 (isoforms )， 与 分 子 质 量 为 
w= 14 266 ku 的 ACC1 相 比 ， 分 别 少 8 和 15 个 氨基 酸 。 半 滑 舌 鲍 ACC 氨基 酸 序列 与 其 他 桨 椎 动物 的 相似 
度 很 高 ， 与 斑马 鱼 和 小 鼠 的 相似 度 分 别 为 93% 和 87%。2) 半 滑 舌 鲍 所 有 组 织 中 均 检 测 到 ACC 基因 
的 表达 ， 肝 脏 和 全 脑 中 ACC1 mRNA 相对 表达 量 显著 高 于 其 他 组 织 〈P<0.05)， 分 别 为 2.67 和 2.53; 
肠 道 、 卵 和 偶 和 脂肪 中 次 之 ， 分 别 为 1.14、0.97 01.10; 肾脏 中 最 低 ， 仅 为 0.48. 3) 与 对 照 组 (未 添 
加 鱼油 组 ) 相 比 ，3.5% 鱼 油 组 肝脏 中 4CC1 mRNA 相对 表达 量 显著 降低 CP<0.05); 7.0% 和 10.0% 鱼 
油 组 肝脏 中 ACCI mRNA 相对 表达 量 进一步 降低 ， 显 著 低 于 3.5% 组 和 对 照 组 (P<0.05)， 同 时 10.0% 
鱼油 组 低 于 7.0% 鱼 油 组 (P>0.05)。 综 上 ， 本 试验 克隆 出 了 半 滑 舌 鲁 ACC1 基因 的 全 长 EDNA， 并 得 
V o» MFAT ACC 蛋白 的 主要 功能 位 点 为 ATP 结合 位 点 、 生 物 素 结合 位 点 、 辅 酶 A 结合 位 点 ， 与 其 
22 ”他 浴 椎 动物 相 比 基本 保守 。 半 滑 舌 鲍 ACC1 基因 主要 在 肝脏 和 大 脑 等 生 脂 组 织 中 表达 ， 饲 料 中 添加 鱼 
23 ” 油 显著 抑制 其 肝脏 中 ACC1 基因 的 表达 ， 且 抑制 作用 与 鱼油 添加 量 成 正 相 关 。 
24 KE: FRE; GM CoA RLM o; 分 子 克 隆 ; 营养 调控 ; 组 织 表 达 中 图 分 类 号 : S963 
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26 乙酰 辅酶 A FRAC CACC, EC 6.4.1.2) 催化 乙酰 辅酶 A 生成 两 二 酸 单 酰 辅酶 A， 是 脂肪 酸 从 头 
27 ”合成 的 限 速 酶 由。 原核 生物 ACC 由 3 个 基因 编码 的 亚 基 组 成 ， 它 们 分 别 是 生物 素 羧 化 酶 BC Æ 
28 ，” 物 素 羧 基 载 体 蛋白 (BCCP) 和 羧基 转移 酶 CT) Pl, FUEZETI ACC 由 1 个 基因 编码 ， 并 具有 上 述 3 
29 ”个 结构 域 。 哺 乳 动物 ACC 有 a 和 p 2 种 类 型 ， 它 们 具有 不 同 的 组 织 分布 和 功能 。ACC-o 通常 称 为 
30 ACACA 或 ACC1， 主 要 在 脂肪 生成 组 织 如 肝脏 中 表达 ， 催 化 长 链 脂肪 酸 的 从 头 合成 9。ACC-B 通常 
31 BRAY ACACB 或 ACC2， 是 线粒体 酶 ， 主 要 在 心脏 和 肌肉 中 表达 ， 其 产物 丙 二 酰 辅酶 A 通过 抑制 长 链 
32 ” 脂 酰 辅酶 A 从 胞 液 向 线粒体 的 转运 而 调控 脂肪 酸 氧 化 "9,。 在 恒温 动物 中 ,已 克隆 出 鼠 由 、 鸡 回 、 人 四、 
33 和牛 四、 绵羊 0 和 山羊 LUACC1L 基因 的 全 长 EDNA。 人 的 4CC1 基因 含有 1 个 7 041 bp 的 开放 阅读 框 
34 ”编码 2 346 个 氨基 酸 ，ACC1 蛋白 分 子 质量 255.5 ku; ACC2 蛋白 分 子 质量 为 280 kus X 2 X ACC 都 
35 ”由 独立 的 基因 进行 编码 ，4CC1 基因 在 染色 体 17q12 E, ACC2 基因 在 染色 体 12023 上 ， 两 者 的 总 氮 
v- 36 。 基 酸 序列 的 相似 性 达到 76%， 两 者 的 差别 是 在 N 端 ，ACC2 比 ACC1 多 大 约 140 AER, 而 ACC2 
就 是 通过 这 些 多 出 的 氨基 酸 序列 锚 定 在 线粒体 的 外 膜 上 。 关 于 鱼 类 ACC 基因 的 研究 较 少 ， 已 克隆 出 
二 38 草鱼 4CC1 基因 全 长 cDNA 序列 ， 该 基因 主要 在 草鱼 肝 胜 和 脂肪 组 织 中 表达 0 。 
© 29 SEY TE id ee BC I BEYER A FE ES, (ErtEE HUS RD I BH, 影响 商品 鱼肉 质 
40 AAG. AREY BAY Ae oe EAE i 4CC1 基因 全 长 EDNA， 分 析 其 组 织 表 达 ， 并 研究 饲料 中 不 
同 脂肪 水 平 对 其 表达 的 影响 ， 探 讨 该 基因 在 脂肪 代谢 中 的 作用 ， 为 鱼 类 脂肪 代谢 营养 调控 研究 提供 基 
础 资料 和 理论 依据 。 
1 材料 与 方法 


H 


T 


H 


11 半 滑 舌 鲍 ACCI1 基因 全 长 cDNA 分 子 克 隆 
1.1.1 试验 用 鱼 


ct 


VS FOE TE RIA EI TTD Be Yi 
47 ”学院 240 工 水 族 箱 中 饲养 2 周 ， 水 温 20-23 C. 


园区， 个 体温 重 750~1 000 g， 在 淮海 工学 院 海洋 


48 112 试验 引物 


49 本 试验 所 用 引物 见 表 1。 各 引物 在 ACC1 cDNA 上 的 位 置 见 图 1。 
50 表 1 试验 所 用 引物 序列 及 预期 产物 大 小 
51 Table 1 Primer sequences and expected product size for the experiment 
预期 产物 大 小 
引物 名 称 序列 用 途 
Expected product 
Primer names Sequence (5'3") Use 
size/bp 
反 转 录 PCR 引物 Reverse transcription PCR primers 
ACC-Fi ATTGCSAACAATGGCATTGC RT-PCR 扩 增 核心 序列 1 592 


ACC-Ri CTTTTCCTCCTCCGCCCTC 
ACC-F2 GAGGGCGGAGGAGGAAAAG 
ACC-R2 CCTTCATGTAGGTGGTGTA 
ACC-F3 GCCAGCAACATCACCTCTG 
ACC-R3 GCTGGACGCTGTTSAGYTC 
ACC-F4 TCAGTGACGGAGGTCTTCT 
ACC-R4 TCAGCGTTGCAGCATGACT 
ACC-Fs TGCCCAACTTCTTCTACCA 
ACC-Rs GCCCAY GGCTGCATGATCTC 
ACC-Fs TGCCCAACTTCTTCTACCA 
ACC-Rs GGAGCGAACGGACTCTTC 


3'. S'eDNA 末端 快速 扩 增 引物 3 5'RACE primers 


Oligo(dT)isAP | CTGATCTAGAGGTACCGGATCCQT)i6 


AP CTGATCTAGAGGTACCGGATCC 
Race3-R CTAGAGGTACCGGATCCTT 
ACCs-Fi AGGTTCTGGGATGATAGCA 
ACC3-F2 CCCAGTGCCCATCCTTAT 
ACCs-R GCTCCACATTAGCGTAGTTG 
ACCs-Ri GCTCCACATTAGCGTAGTTG 
ACCs-R2 ACGAATCGCCCTTTCATT 


实时 荧光 定量 PCR 引物 RT-qPCR primers 


qACC-F GGTGGAGTGTTGGAGCCTGAAG 
qACC-R TGGTGGTAGATGGACAGCAGAAAC 
qRPL13A-F CAATAAGGTTCTGCTGCTGGATGG 
qRPL13A-R CTGGGTGCTCTGAAGTGGTAAGG 
qRPL4-F CATAGCGAGTGGAGCGTGGTTC 
qRPL4-R GGGCTGGCGGCTGTTCTTG 
qPPlase-F TCCACCGTCTCTGTTCTGTCTG 
qPPlase-R CTTGTAGCCAAAGCCCTTCTCAC 
qB2M-F TCCTCGTCTCTTCTGTGATCTTCC 


RT-PCR 扩 增 核心 序列 2 


RT-PCR 扩 增 核心 序列 3 


RT-PCR 扩 增 核心 序列 4 


RT-PCR 扩 增 核心 序列 5 


ACCI 多 态 性 识别 


3RACE 反 转 录 合 成 第 1 链 


与 ACC3-Fi 或 ACC5-R2 合 


与 ACCs-F? 合用 


与 AP & Fl 3'RACE 第 1 轮 


与 Race3-R 合 


] 3RACE fX PCR 


S'RACE 反 转 录 合 成 第 1 链 


与 Oligo(dT)i6AP 合用 SRACE $8 1 轮 


与 AP 合用 S'RACE 第 式 PCR 


ACCI 实时 荧光 定量 PCR 


L13A (ribosomal 


内 参 基因 核糖 体 蛋 


protein L13a, RPL13A ) 实 时 荧光 定量 PCR 


内 参 基 因 核 糖 体 蛋 白 L4 (ribosomal 


protein L4, RPLA) 实时 奖 光 定量 PCR 


内 参 基因 肽 基 且 氨 酰 顺 反 异 构 酶 A 


(peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A, 


PPlase) ZIRK JCE PCR 


内 参 基因 p2 WERE 


Cbeta-2 
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2 530 


1 086~1 188 
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qB2M-R CCCAACCTTCTGTTCGCATCTAC microglobulin, B2M) 荧光 定量 PCR 
一 E 


1118 2345 3663 4631 6150 


1100 2286 2936 3561 


[Fs] [rs] [Eses] 


图 1 各 引物 在 4ACCL cDNA 上 的 位 置 


Fig.l Locations of Primers in ACC1 cDNA 


1.1.3 ”肝脏 总 RNA 提取 


半 滑 舌 鲁 活 体 解剖 , 快速 分 离 肝脏 , 液 氮 研 磨 , 使 用 QIAGEN 公司 的 RNeasy Lipid Tissue Mini Kit 
试剂 盒 , 按 推 荐 方法 提取 肝脏 总 RNA。1% 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 RNA 质量 , 核酸 定量 仪 (Gene Quant) 


检测 RNA 的 浓度 后 -70 保存 备用 。 


1.1.4 用 于 核心 序列 扩 增 的 第 1 链 cDNA 反 转 录 


采用 QIAGEN 的 QuantiTect Reverse Transcription Kit 反 转 录 试 剂 盒 ， 以 Oligo(dT)isAP 为 引物 ， 


按 推荐 方法 去 除 DNA 污染 并 反 转 录 合 成 cDNA 第 1 链 ， 稀 释 10 倍 备 用 。 


1.1.5 核心 序列 扩 增 


根据 斑马 鱼 (XM_001919780) ACC1 基因 序列 , 设计 5 对 简 并 引物 CX 1 和 图 1), PCR 扩 增 4CC1 


基因 5 段 核心 序列 ，25 uL 反应 体系 含 : TaKaRa 公司 的 EmeraldAmp PCR Master Mix 12.5 uL, cDNA 


第 1 链 1nL， 上 、 下 游 引物 各 0.5 uL, ddH2O 10.5 pL。 扩 增 条 件 为 94 “CARPE 40s、52 CIRK 40 s, 


72 'CüEff 60s, 3535 个 循环 ; 反应 前 95 'C 预 变性 5 min; 反应 后 72 C 充 分 延伸 7 min。1% 的 琼脂 糖 
凝 胶 电泳 检测 ， 切 胶 回 收 ， 克 隆 测序 。 


1.1.6 Æ} Eih ACC., 基因 3'cDNA 末端 快速 扩 增 (RACE) 


根据 ACC1 基因 核心 序列 设计 3RACE 特异 引物 ( 表 1)。 以 cDNA 第 1 链 为 模板 ，ACC3-F1 和 


AP 为 引物 进行 第 1 轮 PCR 扩 增 ， 将 第 1 轮 的 PCR 产物 稀释 10 倍 为 模版 ， 以 ACCa-Fo 和 Race3-R 为 


引物 进行 第 2 轮 扩 增 。3RACE 的 反应 体系 和 反应 条 件 同 核心 序列 ，1% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 ， 切 取 


目的 条 带 并 


H 


收 ， 克 隆 测序 。 


1.1.7. 2E38 16 ff ACCI 基因 S'RACE 


参考 Dieffenbach 等 (3 的 方法 快速 扩 增 ACC1 基因 5' 末 端 , S'RACE 扩 增 使 用 的 引物 见 表 1。 首先 ， 
以 ACCs-R 为 引物 反 转 录 合 成 cDNA 第 1 链 ; 然后 ， 用 RNase H 分 解 cDNA-RNA 杂交 体 中 的 RNA, 


乙醇 沉淀 ; F 


再 用 末端 脱氧 核 昔 转移 酶 在 5' 末 端 加 poly(A) 尾 ，20 pL 反应 体系 如 下 : 在 有 沉淀 的 原 管 中 


加 入 5xBuffer 4 uL, dATP (100 mmol/L) 1 pL， 末 端 脱氧 核 苷 转移 酶 (20 U/uL) 1.5 uL, IH ddH2O 


77 ”至 20 4L。 反 应 条 件 为 : 37 CHA 30 min, 70 'C/K3 10 min, H TE 缓冲 液 稀释 10 倍 后 备用 ; 最后， 
78 ”以 Oligo(dT)isAP 和 ACC5s-Ri 为 引物 进行 第 1 轮 PCR 扩 增 ， 产 物 稀 释 10 倍 ， 用 Races-R 与 ACCs-R2 
79 ”进行 第 2 轮 PCR 扩 增 ，PCR 反应 体系 和 条 件 同 核心 序列 。1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ， 切 取 目 的 条 带 并 
80 Elik, EWF. 


81  LL8 序列 分 析 


82 ] DNAstar 7.1 软件 包 中 的 SegMan 对 核心 序列 以 及 3 和 5 末端 序列 进行 组 装 ， 得 到 4CC1 基因 
83 ”全 长 cDNA 序列。 用 EditSeq 对 序列 进行 编辑 和 分 析 ， 寻 找 开 放 阅 读 框 ， 并 翻译 成 氮 基 酸 序列 。 通 过 
84 http//www.cbs.dtu.dk/services/ fi Wl] MH Æ 45 fr rx . Wb BE (45 ron o: 通过 


85  http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ 预测 信号 HK ; 通过  http//www.ebi.ac.uk/interpro/ 和 


86 ”http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ 预 测 跨 膜 结构 域 , 使 用 MEGA 6.0 采用 邻接 法 aeighbor joining, 
87 ”和 ND 法 构建 基于 ACCI 氨基 酸 序 列 的 分 子 系统 发 育 树 (1。 


88 12 半 滑 舌 鲁 4CC1 基因 实时 荧光 定量 PCR 


89 采用 SYBR Green 实时 奖 光 定量 PCR 方法 ， 对 4CC1 基因 表达 进行 定量 研究 。 
90 1214 内 参 基因 的 克隆 与 定量 引物 设计 
、 91 内 参 基因 B2 微 球 蛋白 Cbeta-2 microglobulin, B2M) 和 核糖 体 蛋 白 L13A (ribosomal protein L13a, 


92 RPL13A) 从 GenBank 中 获得 , 登录 号 分 别 为 FJ965562 和 GH232293; 核糖 体 蛋白 LA (ribosomal protein 


93 L4, RPLA) FAKE 


和 氨 酰 顺 反 异 构 酶 A (peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A, PPlase) 采用 电子 克隆 
— 94 方法 获得 ， 内 参 基因 引物 见 表 1。 
95 122 定量 PCR 检测 体系 


96 实时 荧光 定量 PCR 反应 在 StepOnePlus PCR {X CABI) 上 进行 。 采 用 QIAGEN 的 QuantiFast SYBR 


97 ”Green PCR Kit 定量 试剂 盒 ，20 uL 的 反应 体系 中 包含 2xPCR Master Mix 10 uL, 25 mmol/L Bj. E. F 


98 ” 游 引物 各 0.8 uL 和 10 倍 稀释 后 的 cDNA 第 1 链 1 pL，ddH2O 7.4 uL. RH 275 PCR 法 进行 扩 增 ， 首 
99 ” 先 95 'C 预 变性 5 min， 然 后 是 40 个 循环 ， 每 个 循环 包括 95 CAETE 10 s 和 60 人 延伸 30 s， 循 环 结束 
100 后， 从 60 CZHSJ HE SI 95 CC， 制备 熔 解 曲线 。 每 次 反应 都 设置 无 模板 对 照 ， 每 个 样品 设 3 个 技术 重 


101 2. 
102 123 半 滑 舌 鲍 ACC1 基因 的 组 织 表 达 
103 取 3 尾 喂食 后 6h 的 半 滑 舌 鲁 活 体 解剖 ， 快 速 分 离 肠 道 、 肝 脏 、 肌 肉 、 卵 梨 、 脾 脏 、 全 脑 、 肾 脏 、 


104 心脏、 肠系膜 脂肪 等 组 织 ， 分 别提 取 总 RNA. XH] QIAGEN 的 QuantiTect Reverse Transcription Kit 
105 ，” 反 转 录 试 剂 盒 , 以 Primer Mix 为 引物 , 按 试剂 盒 推荐 方法 去 除 DNA 污染 并 反 转 录 合 成 cDNA 第 1 HE, 
106 ”稀释 10 倍 用 于 荧光 定量 分 析 ， 经 得 选 确定 RPLISA. RPLA. PPlase 为 组 织 表 达 的 3 个 内 参 基 因 。 

107 12.4 饲料 脂肪 水 平 对 半 滑 舌 鲁 肝 脏 中 4CC1 基因 表达 的 影响 
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1.2.4.1 ”试验 饲料 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


共 配 制 4 种 试验 饲料 , 4 种 试验 饲料 的 鱼油 添加 量 分 别 为 0 ONE RO. 3.5%. 7.096581 10.096 CR 2). 


制作 饲料 的 鱼粉 、 鱼 油 、 胆 碱 等 主要 原料 由 淮安 通 威 饲料 科技 有 限 公 司 提 供 。 根 据 配 方 ， 称 量 所 需要 


的 各 种 原料 ， 充 分 混 匀 10 min， 加 水 后 揉 拌 15 min， 再 利用 便携 式 绞 肉 机 进行 压缩 制 粒 。 将 制 粒 的 饲 
料 均 匀 洒 在 白 瓷 盘 内 ， 放 入 干燥 箱 内 50 "CAE 10 h， 室 温 放置 1h， 装 袋 、 编 号 、 密 封 保 存 待 用 。 


表 2 


试验 饲料 组 成 及 营养 水 平 〈 干 物质 基础 ) 


Table 2 Composition and nutrient levels of experimental diets (DM basis) % 


项 目 Items 


原料 Ingredients 


进口 红 鱼 粉 Imported brown fishmeal 


MEH Casein 


小 麦 淀粉 Wheat starch 
磷酸 二 氧 钙 Ca(H2PO4)2 
胆 碱 Choline 


鱼油 Fish oil 


羧 甲 基 纤 维 素 Carboxymethyl cellulose 
预 混 料 Premix 
合计 Total 


营养 水 平 Nutrient levels? 


粗 蛋 白质 Crude protein 


粗 脂 肪 Crude fat 


24.0 


100.0 


50.0 


2.4 


饲料 Diets 


2 3 4 
60.0 60.0 60.0 
12.0 12.0 12.0 
20.5 17.0 14.0 

1.7 1.7 1.7 
0.3 0.3 0.3 
3.5 7.0 10.0 

1.0 1.0 1.0 

1.0 1.0 1.0 
100.0 100.0 100.0 
50.0 50.0 50.0 
5.9 9.4 12.4 


预 混 料 为 每 千克 饲料 The premix provided the following per kg of diets: VA 5 000IU, VD2000IU, VE50mg, VK 


5 mg, VBi8 mg, VB210 mg, VBo8 mg, VBi2 0.03 mg, Z pantothenic acid 30 mg, WWR nicotinic acid 30 mg, ^ 


WE biotin 0.4 mg, 叶酸 folic acid 3 mg, VC 180 mg, WLR? inositol 100 mg, Mg 300 mg, Fe 170mg, Cu 4 mg, Zn 150 


mg, Mn22mg, I1mg. Se0.4 mg. Co 025 mg. 


2) HAE Calculated values. 


1.2.4.2 ”饲养 管理 


试验 在 “ 单 循 环 可 控 实 验 生态 水 槽 系统 ”( 大 连 汇 新 钛 设备 开发 有 限 公 司 生产 ) 内 完成 ， 每 个 水 本 
体积 240 直 。 整 套 系统 有 独立 的 水 处 理 、 温 度 探 外 
省 闽 榆 现代 渔业 示范 园区 ， 共 240 尾 ， 规 格 为 76.7~87.6 g/ 尾 ， 随 机 分 为 4 组 , 每 组 3 个 重复 (水槽 )， 


吓 、 充 气 / 增 氧 和 紫外 消毒 等 设备 。 试 验 用 鱼 购 自 江苏 


ChinaXiv& ERAT 


124 ”每 个 重复 20 尾 ， 养 殖 周期 12 周 ， 养 殖 水 温 20~23 'C。 日 投 饲 2 次 ， 投 饲 量 随 各 水 槽 内 半 滑 舌 鲍 的 摄 
125 ” 食 情 况 及 时 调整 ， 以 30 min 内 吃 完 为 度 。 

126 ”1.2.4.3 ACC1 基因 相对 表达 量 测定 

127 养殖 12 周 后 ， 每 组 随机 取 3 尾 喂食 后 6 h 的 半 滑 舌 鲍 提取 肝脏 总 RNA， 反 转录 合成 cDNA 第 1 
128. $E, XH SYBR Green 实时 奕 光 定量 PCR 方法 测定 ACC1 基因 的 相对 表达 量 。 经 节选 确定 RPL4 和 
129  B2M 为 内 参 基 因 。 

130 12.5 数据 分 析 

131 将 内 参 基因 的 扩 增 效率 和 循环 数 〈Cq) 值 数据 导入 geNorm 程序 ， 从 而 为 不 同 的 处 理 选择 不 同 的 
132 ”内 参 组 合 。 将 目的 基因 和 内 参 基因 的 扩 增 效率 和 Cq 值 数据 导入 qBase Plus 程序 ， 从 而 计算 各 基因 在 
133 ”不 同 的 处 理 下 的 相对 表达 量 ， 结 果 采 用 平均 值 + 标准 差 表 示 。 统 计 分 析 采 用 SPSS 13.0 软件 ， 各 组 数 
据 均 通过 了 正 态 性 和 方差 齐 性 检验 ， 因 此 ， 组 间 差 异 采用 单 因素 方差 分 析 (one-way ANOVA )， 组 间 
多 重 比 较 采 用 Turkey's 检验 ，P<0.05 表示 差异 显著 。 

2 结果 与 分 析 


2.4. Ef ACCI 基因 全 长 cDNA 分 子 特征 


半 滑 舌 鲍 ACC1 基因 cDNA 全 长 7811bp (图 2)， 含 1 个 7074bp 的 开放 阅读 框 ， 编 码 2 357 个 
ARR, ACC] 蛋白 计算 分 子 质量 为 266 ku， 等 电 点 6.42 (GenBank 登录 号 为 KP033455)。 此 外 ， 由 
于 可 变 剪接 , 还 发 现 了 另外 2 个 分 子 质量 分 别 为 265 和 264 ku 的 半 滑 舌 鲍 ACC 的 同 工 型 (isoforms ) 
> 141 (GenBank 登录 号 分 别 为 KP033456 和 KP033457)， 与 分 子 质量 为 266 ku 的 ACCI 相 比 ， 分 别 少 8 
和 15 个 氨基 酸 。 
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1 C 1 
2 ATCATAATCATCACTCGTGGAGACGGGTATGTCTGTTAATCGGAGTTAACCTTTAACTGTCACAGGATTACGTGTCGGTTTATTCACGCCGTACTTGCTGOCTGTAAGTGTCACCCAGCC 121 


122 ATGGCACAACAGGACAGCGGTGCCAAGAAGAATCCAGCAGTTGCAGCGCTGCACTCCCATTTCATOGTTGGCTCAGTGTCAGAGGAGAACTCCGAGGATGAAATOCCAAGGGAAGCAGGAA 241 
1 E DE I QG K Q E 40 
— Signal peptide 


242 GTGCCGCTGGAGGAGAAGGAGACACGCTCTCTGTCGCCGTCATCTAGTAGCTCCGACAGCCCGTACGAAAT AGTCTGTGACCAAAACGACGGOCCCACGCACAATCTAAGACCAAGTATG 361 
41 V P LEEK ETRS LES PS S&S §S SDS PY EtVCDAN DGP THN LR PLS MJ80 


362 TCTGGACTTCACCTAGTGAAGCAGGGCAGAGATCGCAGGCGTATGGACCTACAGAGAGACTTCACAGTTGCCTCACCAGCAGAGTTTGTCAAACGATTTGGTGGAAACAAGGTTATTGAG 481 
81 [S]G LH L VKGQGGRDRRRMDLGQRDEFTVASPAEFVKRFGGNKVI E 120 


482 AAGGTTCTCATTGCCAACAATGGCATTGCTGCTGTCAAATGTATGCGCTCCATACGACGATGGGCCTATGAGATGTTTCGGAATGAAAGGGCGATTCGTTTTGTTGTCATGGTGACGCCC 601 
121 KV L |I A N ND G I AA VK CMRS IR RWA Y EMFRNERA I RF VV M V T P 160 


602 GAAGACCTAAAAGCCAATGCAGAATACATCAAAATGGCAGATCACTATGTGCCTGTGCCGGGAGGGACCAACAACAACAACTACGCTAATGTGGAGCTCATTCTGGACATTGCTAAACGC 721 
161 E DL K AN AE Y I K MADH Y V PV PG GTtNNNN Y AN VEL ILD | A k R200 


722  ATACCTGTTCAGGCAGTGTGGGCTGGCTGGGGTCACGCCTCAGAGAACCCTAAACTTCCAGAGTTGCTGCATAAGAATGGCATTGCCTTCATGGGACCCOCAAGTCAGGCCATGTGGGOCT 841 
201 | PV QA VW AGWGHASE N PKLPELLHKNGIAFMGPPSQAMWY A 240 


842 TTAGGAGACAAGATTGCCTOCTCCATTGTTGCTCAGACAGCTGGAATACCAACACTACCAT GGAGTGGAGCAGGCCTGACAGTAGAATGGACAGAAAACGATCAAAAAAAGCAGACCATC 961 
24 L G DK |I AS S I1 V AQ TAG I P TL PWSGAGL TVEWT ENDQ kk QT I 280 


962  TTAGGAGACAAGATTGCCTOCTCCATTGTTGCTCAGACAGCTGGAATACCAACACTACCAT GGAGTGGAGCAGGCCTGACAGTAGAAT GGACAGAAAACGATCAAAAAAAGCAGACCATC 1081 
281 NV PS DV Y ER GC I K DVEDGL TASEK V G@Y PIM V K AS ELG G G G K [220 


1082 crue MA pur earl calis cure dire adc a ee TTGOCARACACGOTCATCACTT GGAA 1201 
321 [6 R K V N T ADDF PNLFROQV QTE VP GS P F VM Q AKHARH L E 360 


1202 GTCCAGATCTTAGCTGATCAGTACGGCAACGCCATTTCCCTCTTTGGTAGAGATTGCTCOGTGCAACGACGACACCAAAAAATCAT AGAGGAAGCTCCAGCTACTATCGCCACGTCTGAT 1321 
380 VQ I L ADQ YG NA I SLFGRDCS VY @Q@RRdH@K I 1 EE AP AT I A T S D 400 


1322 GTGTTTGAGGATATGGAAAAGTGTGCAGTAAAGCTGGCTAAGATGGTGGGATACGTCAGCGCAGGTACAGTAGAATACTTGTACAGCCAGGATGGCAGCTTCTACTTCCTGGAGCTCAAC 1441 
401 V F EDM EK CA VKLAK MV GYVSAGTVEYLYSGQDGSFYFLEL N 440 


1442 CCCCGTCTGCAGGTGGAACACCCCTGTACTGAGATGGTGGCCGACGTCAACTTGCCTGCCGCCCAAT TGCAGATTGCAATGGGTATCCCCCTCTACCGGATCAAAGACATCAGGATGCTT 1561 
441 P RL QV EH PC TEM VADV N LP AAQL QI AMG IPL YR I kD | RM L 480 


1562 TACGGTGTCCAGCCT TGGGGAGACACTCACATCGACTT TGAGGGTCTGTCCACAGCGCCGTCACCACGGGGTCACGTCATCGCAGCACGAATCACAAGCGAAAATCCTGATGAGGGATTC 1681 
481 Y GV Q P W GD TH I DF EG LS TAPS PRGHVtI AAR IT S EN PD EG F 520 


1682 AAGCCAAGCTCTGGAACAGT GCAAGAGCTAAATT TCCGCAGCAACAAGAACGTGTGGGGCTACTTCAGTGTGGCGGCTGCTGGAGGGCTGCATGAGTTTGCTGACTCCCAGTTTGGACAC 1801 
521 K PS SG TV @ELNFRSNKNVWGY FS V AAA GGL HEF AD SQ FG H 560 


1802 TGCTTCTCTTGGGGAGAGAATOGTGAAGAAGCCATCTCCAATATGGTGGTGGCTTTAAAGGAGCTGTCCATCAGAGGAGACT TCAGGACCACAGTGGAGTATCTCATAAAACTGCTAGAG 1921 
561 C F S WGE N REEA I1 S N MVV ALK ELS I RG DF R T TVE YL I KL L E 600 


1922 ACAGAAAGCTTCCAACACAACAGCAT TGACACAGGCTGGCTGGACAGACT TATCTCAGAGAAAATGCAGGCAGAGCGTCCTGATACCATGCTAGGAATCGTAAGTGGGGCGCTCCATGTG 2041 
601 T ES F @ HN S IDTGWLDRLISEKMGQAERPDTMLOGIVSGALH V 640 


2042 GCGGATGTTAACTTCCGGAACAGTGTGTCTAATTTCCTGCAT TCCT TGGAAAGGGGCCAAGT GCT GCCAGCACACACACTTCTCAATACCGTGGACGTGGAGCTAATCTACGAGGGCATA 2161 
641 A DV NF RNS VS NF LHSLERGQV LP AHTLLNTVDVELIYEG I 680 


2162 AAGTATGTCCTAACGGTGACACGGCAGTCTCCAAACTCTTACGTGGTCATCATGAACGACTCAT TGGCCGAGGTCGATGTCCATCGGCTCAGTGACGGAGGTCTTCTCCTGTCCTACGAT 2281 
681 K Y VL T V TRQ SP N SY VV I MN DSL AE VDVHRLSDGGLLL S Y D 720 


2282 GGCAGCAGCTACACTACGTACATGAAGGAGGAGGTGGACAGGTATCGCATCACTATTGGAAACAAGACGTGTGTATTTGAGAAGGAGAATGATCOGTCGOTGCTGOGATCTCOCTCAGCT 2401 
722 GS S Y T TY MK EE V DR YR I1 TI G N Kk TOV F EK EN DP SL LR SP S A 760 


2402 GGAAAACTCATTCAGTTTACAGTGGAAGACGGCGGGCACCTATTCGCTGGCCAGTGCTATGCTGAAATAGAGGTGATGAAGATGGTAATGACTCTTACTACGGCAGAGTCTGGATGCATA 2521 
760 G KL I1 QF TVE DGG HL FAGQC YAE | ElIV MK MVMTL TT AE $ G C I 800 


2522 CACTACGTCAAGAGGGCTGGAGCAGCACTGGAACCTGGCTGTGTCATTGCCAAGCTTCAGTTAGATGATCCGAGCAGAGT GCAGCAAGCAGAGCTGCACACTGGGGCCCTGCCGTCTCTC 2641 
801 H Y VK R AGA AL EP GC V I AKLQL DDPSRVQQAELHTGALHP S L 840 


2642 CAGTCAGTTGCTTTGAGAGGGGAGAAGCTCCACAGAGT CT TCCACAACACACT TGACCACCTOGTCCACATCATGAATGGCTTCTGTOTTCCTGAATCGTTCTTCAACGCTAAGTTGAAA 2761 
84 Q SV AL RG EK L HR VF HN TL DH LVH I M N GF CL PES F FN A K L K 880 


2762 GAATGGGTGGAAAGGCTAATGAAGACCATGOGCGACCCCTCTTTACCTCTGTTGGAGCTACAAGACATCATGACCAGT GTGTCGGGTCGCATTCCCCCTGCCGTGGAGAAGTCCATCAAA 2881 
881 E WV ER L MK TM RDPSLPLLELGDIMTSVSGRIPPAVEKSIK?920 


2882 AAGGAGATGGCCCAGTATGCCAGTAACATCACCTCTGT TCTCTGCCAGT TCCCAAGTCAGCAGATCGCCAACATCCTGGACAGTCATGCTGCAACGCTGAACAAGAAGTCTGAGAGGGAG 3001 
921 K EM AQY AS NITS VLC@QrFPS Q@AatAN tI LDS HAA TOLN K K S E R E960 


3002 GTGTTCTTCATGAACACACAGAGCATCGTGCAGCTGGTGCAGAAATATCGCAGTGGTATACGAGGTCACAT GAAGGCAGTGGTGATGGACCTGCTCAGGCAGTACCTGAAAGTTGAGATC 3121 
961 V F FMNTQS I VGL VG KYRSGIRGHHMKAVVMDLLRAGQYLK VE I 1000 


3122 CAGTTCCAGAACGGGCATTACGACAAATGTGTGTTTGCGCTACGTGAGGAAAATAAAGT GGAGATGGCCAATGTACTCAACTATATCTTCTCCCATGCGCAAGTCACCAAGCGGAACTTG 3241 
1000 F QN GH Y DK CVF AL REE NK VE MA NVL NY I F SH AQV TK RN L 1040 


3242 GTGGTCACGATGCTGAT TGACCAGCTCTGTGGTCGTGAACAGACACTGACGGAGGAACT GGTGGCCATTTTGACTGAACT TACTCAGCTCAGCAAGACAACTAACGCCAAAGTAGCACTG 3361 
1041V V T ML I DGL CGR EG TL TEEL VA I L TEL TQL SK TT NAK V A L 1080 


3362 Fu xaxd i-a e dar e eee eo TA arare reap 3481 
1081 ARQ@vVLtI AS HLPS YELRHNQVES | FLSA DM Y GH @Q C I E N 1120 
ACC-F. 一 


3482 —————————nui— 3601 
1121L @KLILS ETS IFODV HSNQVVRMAALEVY VR RA Y I 1160 


3602 GCCTACGAGCTCAACAGOGTCCAGCACCGAGAGCTGAAGGACAACACGTGCATAGTGGAGTTOCAGTTCATGCTGCCGACCTCACATOCCAACAGAGGGAACATCCCCACACTTAACAGG 3721 
1161 A Y EL N SV GH REL KD NTOIVEFGQFMLPTSHP NRGNIPTLNR 1200 


3722 ATGTCGTTCTCATCCAATCTGAACCACTACGGCATGGTACACGTAGCCAGTGTGAGCGATGTTCTGCTTGACACGTCGTTTACTCCGCCTTGTCAGCGAATGGGAGCGATGGTTGCGTTC 3841 
1201M S F SS NL N HY GM VH VAS VS DVLLODTS FT PPCARM GAM V A F 1240 


3842 CGCTCCTTCCAGGACTTTGTCAGGAACATCACAGATGTGT TAAGTTGCTTCTCTGACTCTCCGCCCTCAAGTCCAACTTTCCCAGAGGGCGGCAATCCTGTTCTGTATGGTGAAGACGAT 3961 
1241R S F QDF V RN |I TDVLSCFSDSPPSSPTFPEGGNPVL Y G E D D 1280 


3962 AACAAGAGTGTCCAGGACGAACCGATCCACATCT TGAACGTAGCCATCAAGACAGACGGGGACATCGATGACGATAGCCT GGCAGCCATGTTCCGAGAGTTCACACTGTCAAAGAAATCC 4081 
1281N K S VQ DEP |I H IL N VA I Kk TDGD I DDDSLAAMFREFTLSKK S 1320 


4082 CTGCTGTTTGRACHCGGAA T ACGAAGGOTGACGTTOCTOGTGGOTCRAANGERTTTOAGGAR AC AA TUO TURO TGGA OR AASGTTTOACABAGAATTCOOTAMATTOTTCACA 4201 
1321L LF EH 6 I R RL TF LV AQKDFRK @ NCEMDGRFHREFPKEFEFT 1360 


4202 TTCCGGGCGAGAGACAAATTTGAGGAGGACAGGATCTATCGTCATCTAGAGCCGGCGCTAGCTTTCCAGTTGGAGCTGAACCGCATGCGCAATTTCGCCCTAACCGCCATTCCGTGTTCC 4321 
13680 F R AR DK F EE DR I Y RHL EP AL AFQL EL N RMRNFAL TA I PC S 1400 


4322 AACCACAAGATGCACCTTTACCTCGGTGCAGCCCGT GT GGAGGTGGGCACAGAGGT TACAGACTACCGCTTCTTTGTGCGAGCCATCATCCGCCACTCAGACTTGGTCACAAAGGAGGCT 4441 
1401N H K MHL YLG@AARVEVGTEVTtDY RF FV RA It RH S DLV T KE A 1440 


4442 TCGTTTGAGTACCTCCACAATGAAGCCGAGCGGTTGCTGCTGGAAGCTATGGATGAGCTGGAGGTGGCTTTTAACAACACGACCGTCAGGACCGACTGTAACCACATCTTCCTGAACTTC 4561 

14418 F EY LHNEAERLLLEAMDELEVAQFNNTTVRTODCNH IF LN F 1480 
- ACC-Rs 

4562 GTTCCTACAGTOATCATGGACCCGTCAAAGATC Mm T CGT CAT CCGCTACOGAAGCCGACTGTGGAAGCTGCGAGTTCTGCAGGCTGAGCTGAAAATCAACATC 4681 

1481 V P TV IMDPSKIEESVRSMVMRYGSRLWKLRVLQAE LK IN I 1520 


4682 CGACTGACTCCGACAGGAAAGCAAATCCCCATCCGCCTGTTTCTGACCAACGAGTCTGGCTACTACCTCGACATCAGCCTTTACAAGGAGGTCACTGATTCCCGAACCGGACAGGTGGGG 4801 
1521R L T P TGAKQIPIRLFLTNESGYYLDISLYKEVTDSRTGQ V G 1560 


4802 CCCAAAGACCGACAGATCATGT TCCAGGCATATGGGGACAAACAGGGTCCACT TCATGGCATGCTCATAAACACACCCTACGTCACCAAGGACCTGCTGCAGTCCAAACGTTTCCAGGCA 4921 
1561P KD R QI MFQGA YGDKQGP LH GML I| P NTPYVTKDLLAQSKREFOG A 1600 


4922 CAGTCTCTAGGCACCACCTACGTCTATGACTT TCCTGAAATGT TCAGACAGGCTCTGAAAAAGTTGTGGCATAGT TGTCAGGCCTACGCTGAGTTACCCAAGTGTCCTCTACCCTCTGAG 5041 
160080 S L G T TY VY DF PE MF R@QALKKLWHS C Q@A YAEL PK CPL PS E 1640 


5042 CTGCTCACCTTTACAGAGTTGGTOCCTTGATGCCCAAGGTCAGCTGGTGCAGATGAACCGACTGCCGGGAGGCAACGAGAT CGGAATGGTGGCTTGGOGGATGACCTTGCGGACACCCGAG 5161 
1644L L TF TEL VL DAGQGGGQL VQMNRLPGGNE IG MV AW RM TL RT P E 1680 


5162 TGTCCGGCCGGACGTGAGATCGTCGTCATAAGTAATGATATCACGCACAAGATCGGATCGT TCGGGCCCCAGGAGGACTTGCTGTTCCTGCGAGCTTCGGAAATGGCCCGTGAGAGCGGC 5281 
161 C PA GRE I VV I S N DI THK I GSF GPGQEDLLFLRASEMARE S G 1720 


5282 ATCCCCCGGATCTACATCGCAGCCAACAGTGGCGCTCGCATCGGACTGGCAGAGGAAATAAGACACATGTTCCATGTGGCCTGGCATGATCCTTCTGACCCAAATAAGGGTTTCAAGTAC 5401 
1721 | P R Y | A AN SG AR I GL AEE | RH MF HV AWHD PS DPN KG F k Y 1760 


5402 CTCTACCTCACACCTCAGGATTACAAAAAGGTTTCAGCCCTGAACTCTGTGCATTGTGAACACGTGGAGGACGAGGGAGAGTCCAGGTACAAGATCACTGACATTATTGGAAAGGATGAA 5521 
176 L Y L P@obDYK K VS AL NS VH CEH VEDE GE SR Y K | TOD I I GK D E 1800 


5522 GGACTOGGTGTGGAGAATCTCAAAGGTTCTGGGATGATAGCAGGAGAATCTTCTCTGGCTTATGACGAAATCATCACCAT GAACCTGGTCACGTGTAGAGCCATAGGAATCGGGGCATAT 5641 
180: 6 L G VE N LK G SGMIAAGESSLAYDE II TMNLV TCR A IGI G A Y 1400 


5642 TTGGTGAGGCTGGGACAAAGAACGATCCAGGTGGAT AACTCTCACATTATTCTTACTGGAGCTGGAGCACTGAACAAGGTGCTGGGGAGAGAAGTATACACGTCAAACAATCAGCTGGGT 5761 
1840 L V RL GQ RT I1 QVD N SH | I LT GA GAL NK VLGREV Y TS NN QL G 1880 


5762 GGAATACAGATCATGCACAACAACGGTGTGACTCACTGCACTGTOTGTGATGACTTTGAGGGAGTGTTCACCOTCCTGCAGTGGOTGTCOTACATGOCTAAGTGTACATCAAGCCCAGTG 5881 
1881 G I Q MHNNGVTHGCTVCDDFEGVFTLLGQWLSYMPKOCTS SP V 1920 


5882 CCCATCCTTATGGCCAAGGATCCCAT TGATCGGCTCATAGACT TCAT TCCCACCAAGGCCCCATATGACCCCCGCTGGATGCTGGCGGGGCGGCCCAGCCAGACTCCTAAGGGTTACTGG 6001 
1921P | L M AK DP |I DRL I DF I P TK APY ODPRWM LA GRP S Q@T PKG Y W 1960 


6002 CAGAGTGGTTTCTTTGATCAAGGATCTT TCATGGAGAT TATGAAGCCGTGGGCCCAGAGTGTGGT GGTAGGCAGAGCCAGACTGGGCGGGATACCCACAGGAGTTGTTGCAGTGGAAACC 6121 
190040 S G F FDQ GISF ME I MK PWAQS VV VG RA ROL GGtP TG VIV A v E T 2000 


6122 AGGTCAGTTGAGCTCTCAATACCAGCTGATCCTGCCAATCTGGACTCGGAGGCCAAAATCATCCAACAGGCAGGACAAGTGTGGTTCCCAGATTCTGCCTTCAAAACTGCACAAGCCATT 6241 
2001R S V ELS I PADPANLODS EAK It @@QAGQaV WF PODS AF K TA QA I 2040 


6242 AAGGACCTGAACCGAGGAGGCCTACCTCTCATAGTGTTCGCCAACTGGAGAGGGT TTTCTGGAGGCATGAAAGATATGTATGACCAGGTGTTGAAGTTTGGGGCCTATATCGTAGACGGG 6361 
2041K DL N RGGL PL I VF ANWR GF S G@GM KODM YD@QVLEK F GA Y I V D G 2080 


6362 CTGAGAGAATACAAACAGCCAGTGCTGGTTTACATTCCACCTCAGGCTGAACTAAGGGGAGGCTCTTGGGTGGT TATCGATCCTACCATCAACCCTCGACACATGGAGATGTACGCTGAC 6481 
2081L RE Y K GP V LV Y I PPGQGAELRGGSWVVIDPTINPNPRHMEM Y A OD 2120 


ACC-F “一 
6482 AAGHAACCOSTIITBGNETGTIRORBODTGGo AA CACTOOAGKTAMAGTTOOBAAGOAAAGACOTGGTOAAOADOATOADAAGAGTGGATOCGGTOTACATOGOOOTOGOTOAMAOA 6601 
2121K E S R VLEPEGTVEIKFRRKDLNVKTMHRRVDP VY M GLA E R 2160 


+ gACC-R 
6602 CTEGGAACCCCAGAGOTGAGOGCACCTEACOGCAAAGAGCTGAGAGOAAGTGAAGGAACGGGAACA ETO SOTGNOGRTOTAGRABDASTooTsTacacrTTecacAcoroar 6721 
2100»0A TP EL S PP DRKELETKLKEREEFLL | Y HQVA VQ FA D L H 2200 


6722 GACACCCCAGGGCGCAT GCAGGAGAAGGGGGTAATCTCGGACATCCTTGAATGGCGAACATCCCGCCGGTTCTTCTACTGGCGTCTGCGGCGTCTGCTGCTGGAGGACACGGTGAAGAGG 6841 
2201D T PGR MG EK GV I SD |I LEWRTSRREFFYWRLRRLLLEDTVK R 2240 


6842 AAGATTCAAGCTGCTAACGGCGAACTGACGGACGGTCAGATCCAGGCCATGT TACGCCGCTGGTTCGTGGAGGCCGAGGGAGCTGTTAAGGCGTACCTCTGGGATAACAACGAAGAGGTG 6961 
2244 K | Q AA N GEL TD GG I1 GA MLRRWEFVEAEGAVKAYLWDN HN E E V 2280 


6962 GTGGGCTGGCTGGAGAGACATCTAGCCGAAGAGGAGGGCGCCAGGTCTGTGATCGACGAGAACATCAAGTACATCAGGCGCGATCACATCCTCAAACAGATCCGCAGCCTGGTTCAAGCC 7081 
2281V GW L E RH LAE EE GA RSV I DE N I KY I RRDH I LKQ IRS L V Q A 2320 


7082 AACCCAGAGGTTGCOCATGGATTCAATOGTGCACATGACCCAGCACATCTCACCCACACAGAGAACAGAGGTGGTTOGTATCCTGACTACTATGGAGACATCAGCAAACTCCTAGTTTGAA 7201 
2321N P E V AM DS | VH MTQH I SP TQRTEVVRILTTMETSANS:* 2357 


7202 GCCAGCCATCTCCCTTCTCTCTCTCTTCCTTOCTTGCTGT CTGAGCCAGAGTTAAGGCCGCAGAACTTAGGOOCGTGATGGAGGCTTTATCCATAATTCTACGTTTTCATTTGAGAACAGT 7321 
7322 GATTTAGATTTTTTTTTTAAAAAGCTTAGCTTCAGCATCT ACACCCATGACAAATTTTAAATTTAGCATATGTTGACAGGGAGCTGATTAACAACGGTACAAAATGGATGTTGTATTCAG 7441 
7442 GCGTATGATGAGGTCACGATAACTCGAACATGGT ACATGACGAAGCTTOGATGGOGATCGCTGATGATATTTGCATTGTGGCOGACAGGATCAGGACACGOGTGTCTTAAACCAGCCAGA 7561 
7562 CTAACATTTCTGTTAGTTGTTCTAAACCAGGCGT GGGCAAACTTTAGACTCGCGGGCCACAAT TGTCCTAAAATTGACCAGGGGGGTGGGGGGGAGTGGTCAGGAGCAGATAGCTGGAGC 7681 
7682 GTTCTAAGAACCAGGATACATGACATCTACAGGACATGCATAAAGGCTACAATGCTAAAAATAGCATTTGTATTTTTGGCGCCATCTATTGGGGAAATGTGGGTATTGCAGGAAAAAAAA 7801 


7802 AAAAAAAAAA 7811 
147 图 2 ^ii ACCI 基因 全 长 cDNA 核 苷 酸 序列 及 其 编码 氨基 酸 序列 
148 Fig.2 The nucleotide sequence and deduced amino acid sequences of ACC1 full-length cDNA in half-smooth tongue sole 
149 (Cynoglossus semilaevis ) 
150 # 代 表 终止 密码 子 ， 灰 色 碱 基 代 表 荧 光 定 量 PCR 和 验证 可 变 剪 接 的 引物 ， 灰 色 氨 基 酸 表示 信号 肽 ， 保 守 的 磷酸 化 


151 位 点 Ser? — Ser?! 潜在 的 ATP 结合 域 Gly31 一 Gly321、 生 物 素 结合 位 点 Val 55— Met 及 CoA 结合 位 点 Ser!969 — Va]1995 


一 


152 月 氨基 酸 加 框 表示 。 


153 * represents a termination codon. The grey bases indicate the primers for RT-PCR and verifying alternative splicing. The 
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158 
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162 
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IV 
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inaX 


ch 


165 
166 
167 
168 
169 
170 
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ChinaXiv& fERBTIJ 


grey amion acids indicate signal peptides. Boxed amion acid sequences indicate the conservative phosphorylation sites Ser”? to 
Ser?!, the potential ATP-binding domain Gly?!6 to Gly??!, the biotin-binding tetrapeptide Val"? to Met’ss, and the CoA-binding 
site Ser!?9? to Va]1995, 
22 if ACCI 基因 的 组 织 表 达 

以 RPLI3A. RPLA. PPlase 3 个 基因 组 合 为 内 参 基 因 ， 采 用 实时 荧光 定量 PCR. 方法 对 半 滑 舌 鲁 
ACCI mRNA 在 肠 道 、 肝 脏 、 肌 肉 、 卵 梨 、 脾 脏 、 全 脑 、 肾 脏 、 心 脏 、 上 肠系膜 脂肪 等 组 织 中 的 表达 进 
行 了 研究 。 结 果 表 明 ， 所 有 组 织 中 均 检 测 到 ACC1 mRNA 的 表达 ， 肝 脏 和 全 脑 中 的 相对 表达 量 显 著 高 
于 其 他 组 织 (P<0.05)， 其 相对 表达 量 分 别 为 2.67 和 2.33， 肠 道 、 卵 梨 和 脂肪 中 相对 表达 量 次 之 ， 分 
别 为 1.14、0.97 和 1.10， 肾 脏 中 相对 表达 量 最 低 ， 仅 为 0.48 (图 3)。 


3.00 
2. 50 
2. 00 
. 50 


相对 表达 量 


1. 00 
0. 50 


fA 肝脏 MA JR AE 全 脑 肾脏 心脏 脂肪 


数据 柱 标注 不 同 字母 示 表 示 差 异 显 著 (P<0.05)。 图 5 同 。 


Value columns with different letters mean significant difference (P«0.05). The same as Fig.5. 


图 3 Ti ACCI 基因 组 织 表达 分 析 
Fig.3 Expression analysis of ACCI gene in different tissues of half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis) 
2.3 F ACC] 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 分 析 
从 GenBank FAX 7 种 鱼 类 和 16 种 其 他 将 椎 动物 ACC] 氮 基 酸 序列 用 于 系统 发 育 分 析 。 使 用 
MEGA 6.0 软件 的 Clustal W 方法 进行 氨基 酸 序列 比 对 ， 用 NJ 法 构建 基于 ACC1 氨基 酸 序列 的 系统 发 
AM, HARK (bootstrap method) 进行 系统 发 生 检测 ， 结 果 如 图 4 所 示 。 
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400 r- Alligator mississippiensis 


100r Bos taurus X1 
Capra hircus X1 
Mus musculus X1 
Ailuropoda melanoleuca 
100— Ursus maritimus X1 
mammals 
Macaca mulatta 
100 Pan troglodytes X1 
96 Homo sapiens X1 
76 Homo sapiens X4 
Sarcophilus harrisii 
reptilians 
Alligator sinensis X1 
Anas platyrhynchos X1 
Gallus gallus 


birds 
Aptenodytes forsteri X1 


99 Pygoscelis adeliae 


Xenopus (Silurana) tropicalis X3 — | amphibians 


Lepisosteus oculatus X1 


100 


aar 


节点 上 的 数字 是 自 


展 值 ， 物 种 拉丁 文 后 接 的 “X+ 阿 拉 1 


Danio rerio X13 
Danio rerio X5 


Ctenopharyngodon idella 


Astyanax mexicanus X1 
Xiphophorus maculatus fish 
Larimichthys crocea X4 

Neolamprologus brichardi X5 
Cynoglossus semilaevis X1 
Cynoglossus semilaevis X2 


Cynoglossus semilaevis X3 


数字 ”， 表 示 该 物种 ACC1 不 同 的 同 工 型 。The number on 


the node was the bootstrap value, and the “X+Arabic numeral" behind the Latin name mean the species’ different isoforms. 


mammals: lij 


山羊 ; Mus musculus: 小 鼠 ; Ailuropoda melanoleuca: 大 熊猫 ; 


ba 


AFL; reptilians: C4738; birds: %2; amphibians: 两 栖 


类 ; fish: 428; Bos taurus: ^l; Capra hircus: 


Ursus maritimus: 北极 能 ; Macaca mulatta: RIAR; 


Pan trolodytes: 黑猩猩 ; Homo sapiens: 智 人 ; Sarcophilus harrisii: $9388; Alligator mississippiensis: X E fa" ts; Alligator 


sinensis: 15 f 85; Anas platyrhynchos: KPS; Gallus gallus: FXS; Aptenodytes forsteri: EER; Pygoscelis adeliae: 


MERER; Xenopus (Silurana) tropicalis: EVN MY 


Ctenopharyngodon idellus: 草鱼; Astyanax mexicanus: 


大 黄鱼 ; 


AA 


Iu 


Neolamprologus brichardi: ^ Eris. 


$; Lepisosteus oculatus: BRPE488É; Danio rerio: 斑马 鱼 ; 


A8 Uu ay Ha fff; Xiphophorus maculatus: 


月 光 鱼 ; Larimichthys crocea: 


图 4 基于 ACC] 氨基 酸 序列 的 系统 发 


树 


Fig.4 Phylogenetic tree based on ACC1 amino acid sequences 
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HE] 4 n] JL, MAAKRI, 与 其 他 将 椎 动物 分 开 。 在 鱼 类 ， 


,同属 狸 科 的 斑 蕊 包 (Danio rerio) 


(GenBank X55 7j XP. 009300128 和 XP. 009300133). *if& (Ctenopharyngodon idella) (GenBank 


登录 号 为 ADT82650)、 墨 西 哥 脂 鲤 (Astyanax mexicanus) (GenBank 登录 号 为 XP. 007245267). RH 
一 枝 ， 自 展 值 为 9995; 本 研究 克隆 的 半 滑 舌 鲍 的 3 个 同 工 型 首先 聚 为 一 枝 ， 然 后 与 同属 鲈 形 总 目 
(Percomorpha) 的 大 黄鱼 (Laimichthys crocea) (GenBank 登录 号 为 XP. 010748451). fi Fairhill 


(Neolamprologus brichardi) (GenBank X*5x5 7j XP. 006799564) 和 月 光 鱼 (Xiphophorus maculatus ) 
(GenBank 35 A XP. 0058036700 4E7g—' Bo HREN 99%, RW CMM KAKA BOL. HALI 
Vy, "RS. SASTRY A AK, ARRAY 100%, KP SAE AIT RRA HK, 
然后 再 与 哺乳 类 聚 为 一 枚 ， 最 后 与 两 栖 类 聚 为 一 村。 在 哺乳 类 中 ， 偶 蹄 动物 牛 〈Bos taurus? (GenBank 
登录 号 为 XP_005220033) 和 山羊 (Capra hircus) (GenBank 登录 号 为 XP_005693213) KA; fE 


科 动 物 大 熊猫 (Ailuropoda melanoleuca)( GenBank 登录 号 为 XP_002924940) 和 北极 能 CUrsus maritimus) 


(GenBank 登录 号 为 XP_00869366) 聚 为 一 校 ， 灵 长 类 动物 智 人 (Homo sapiens) (GenBank 登录 号 


为 NP_942131 和 XP_006721916)、 黑 猩猩 (Pan trolodytes) (GenBank 登录 号 为 XP_511428) 和 普通 


Wi (Macaca mulatta) (GenBank 登录 号 为 NP. 001253707) 聚 为 一 枝 , 自 展 值 均 为 100%。 基于 ACCI 
氨基 酸 序列 的 系统 发 育 关系 与 传统 分 类 基本 一 致 。 此 外 ， 由 于 ACC 存在 多 种 形式 的 可 变 剪接 ， 每 种 
生物 的 ACC 均 有 多 个 同 工 型 ， 如 斑马 鱼 的 同 工 型 多 达 13 个 , 但 每 种 生物 的 同 工 型 都 首先 聚 在 一 起 ， 
表明 这 些 同 工 型 是 1 个 基因 的 不 同 剪 接 方式 造成 的 。 


2.4 饲料 脂肪 水 平 对 半 滑 舌 鲍 肝脏 中 4CC1 基因 表达 的 影响 


juni 


7.09641 10.0% fh 7 


图 5 可 见 , 。 与 对 照 组 相 比 ，3.5% 鱼 油 组 肝脏 中 4CC1 mRNA 相对 表达 量 显著 降低 CP<0.05); 


组 肝脏 中 4CC1 mRNA 相对 表达 量 进一步 降低 ， 显 著 低 于 对 照 组 和 3.596 2H 


(P<0.05)， 同 时 7.0% 和 10% 鱼 油 组 间 虽 差异 不 显著 (P>0.05)， 但 在 数值 上 10% 鱼 油 组 低 于 7% 鱼油 
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Fig.5 Effects of dietary fat level on ACCI gene expression of half-smooth tongue sole 


3 w ie 
3.1 Ala ES ACCI 


ETT TA fg ACC] 氨基 酸 序列 与 其 他 兰 椎 动物 相 比 具有 相似 的 结构 特点 ， 其 主要 结构 域 见 
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阴影 框 2 和 3 表示 可 变 剪 接 。Shaded boxes 2 and 3 showed alternative splicing. 


2357 


Biotin carboxylase domain: 生物 素 羧 化 酶 结构 域 ; ACCI central region: ACCI 中 心 区 域 ; Carboxyl transferase domain: 


羧基 


CT- of E. coil: 大 肠 杆菌 CT-B 结构 域 ，CT-a of E.coil: 大 肠 杆菌 


个 氨基 酸 分 子 质量 为 265 ku 的 同 工 型 : 


转移 酶 结构 域 ， BCCP: 


[| 


^E IRR PRESS SR 


6 半 滑 舌 鲍 ACC1 Sz 


3 个 结构 域 与 细 


, biotin carboxyl carrier protein; BC of E. coil: KH 


ACCI 蛋白 的 3 个 亚 基 


比较 


Fig.6 Comparison of three domains of ACCI for half-smooth tongue sole and three subunits of ACCI for bacteria 


由 图 


一 一 生物 素 羧 化 酶 (BC) 基 


ANS 


日 成 4CC1 的 3 个 


fll ACC2 的 ATP 结合 


HA 


T 


E. BC 域 包含 1 个 ATP 
HS7, A PH ATP 


an 
结合 


6 可 见 ， 半 滑 舌 鲍 ACCI 由 1 个 基因 编码 ， 
因 、 生 物 素 羧 基 载 体 蛋 


具有 3 个 结构 域 ， 分 别 对 应 


(BCCP) 基因 和 羧基 转移 酶 CT) 基因 


原核 生物 的 3 个 基 


FÉ BC 结构 域 ; 
CT-a 结构 域 ，8aa absence in 265-ku isoform: 缺少 8 


15aa absence in 264-ku isoform: 缺少 15 个 氨基 酸 分 子 质量 为 264 ku 的 同 工 型 。 


因 


， 它 们 
位 点 ,甘氨酸 富 集 区 (GGGGKG ) 被 认为 是 人 ACCI 


结合 


位 点 是 Glu316~Glu321， 与 草鱼 0 和 人 类 [67IATP 结 


合 域 完 全 相同 ， 说 明 这 段 序 列 高 度 保守 。 生 物 素 酶 的 一 个 重要 特征 就 是 有 1 个 生物 素 结合 位 点 序列 
Met-Lys-Met 的 存在 ,这 个 区 域 有 很 保守 的 功能 B559。 半 滑 舌 鲁 ACC1 的 BCCP 域 位 于 氨基 酸 序列 的 


A. 4/4- HB III 
VE TFRHTU 


ChinaXi : 


225 $$ 155—819 位 点 ， 唯 一 的 4 肽 序列 Val-Met-Lys-Met 位 于 氮 基 酸 残 基 的 第 785—788 位 点 (图 2)。 因 
226 kK, "E TE zb UV) BS "E OY) X 55 od MA mp BOO UU. A ACO 中 区 域 
227 | SFSEIMQPWAQTVVVGRARLGGIPVGV 和 ACC2 中 区 域 SFKEIMAPWAQTVVTGRARLGGIPVGV 
228 被 认为 是 辅酶 A BAM Ae, AR n fe CT 域 中 有 相似 的 序列 
229 | 9SFMEIMKPWAQSVVVGRARLGGIPTGV !?95, 

230 哺乳 动物 的 ACC1 基因 共有 54 个 编码 蛋白 质 的 外 显 子 ， 在 中 心 区 域 ， 编 码 8 个 氨基 酸 的 外 显 子 
231 ”E28 ZEA BAUS), BR UPA EUIS FEE ARB Be, AN, ABP Ti ACCI 的 中 心 区 域 位 于 氨基 酸 
232 ” 残 基 的 第 821~1 579 位 点 (图 6)， 该 区 域 存在 可 变 剪接 ， 形 成 分 子 质量 分 别 为 266、265 和 264 ku 
233 ”的 3 个 同 工 型 ， 与 分 子 质量 为 266 ku 的 ACCI 相 比 ， 分 子 质量 为 265 和 264 ku 的 ACCI 分 别 少 8 和 


234 ”15 个 氨基 酸 ， 这 与 在 大 鼠 09、 小 鼠 99 和 绵羊 中 中 发 现 的 情况 类 似 。 


Y-235 ”3.2 Ati ACC 基因 的 组 织 表 达 


哺乳 动物 ACC1 基因 在 各 种 组 织 中 均 表 达 ，, 但 在 肝脏 、 脂 肪 、 哺 乳 期 乳腺 等 生 脂 组 织 中 表达 量 最 
高 叫 。 半 滑 舌 鲍 ACC1 在 本 试验 检测 的 10 种 组 织 中 均 有 表达 ， 其 中 ,肝脏 和 全 脑 等 组 织 中 表达 量 显 著 
高 于 其 他 组 织 ， 与 哺乳 动物 ACC1 的 组 织 表 达 规 律 相 类 似 。 


了 ”239 33 营养 素 对 4CC1 基因 表达 的 调控 


— 240 对 高 等 动物 的 研究 表明 ， 饲 料 营养 素 可 通过 调控 相关 基因 表达 控制 动物 体 脂 的 沉积 ， 高 糖 饲料 能 
:*241 ”促进 脂肪 的 合成 ， 其 作用 涉及 基因 转录 、mRNA 加 工 和 稳定 多 个 层次 Ca， 脂肪 酸 作为 转录 因子 的 配 
= 242 体 参 与 了 动物 体内 多 种 脂肪 代谢 相关 基因 表达 的 调节 20。 研 究 表明 ， 脂 肪 酸 对 生 脂 基因 表达 有 抑制 作 
:9243 ”用 ， 但 这 种 作用 与 脂肪 酸 种 类 关系 密切 ， 饲 料 中 添加 多 不 饱和 脂肪 酸 (PUEA) 可 降低 鼠 肝 脏 ACC 等 生 
三 244 ” 脂 基 因 mRNA 的 相对 表达 量 C。 饲 料 中 脂肪 种 类 和 水 平 对 鱼 类 生 脂 基因 表达 有 显著 影响 , C Sparus 
© 245 macrocephalus) 饲料 中 当 m3 HUFA 含量 在 0.92% 以 上 时 ,脂肪 酸 合 酶 (EAS) 基因 表达 粮 显著 下 降 Dal。 
246 ”草鱼 饲 喂 分 别 以 猪 油 和 鱼油 为 主要 脂肪 源 的 饲料 后 发 现 ， 富 含 n-3 HUFA 的 鱼油 组 肝 胰 脏 FAS. ACC 
247 ”等 生 脂 基因 mRNA 的 相对 表达 量 显 著 低 于 猪 油 组 3。 鲫鱼 肝 胰 脏 ACC1 和 FAS 等 生 脂 基 因 mRNA fH 
248 ”对 表达 量 随 饲 料 脂肪 水 平 的 升 高 而 降低 R31。 本 研究 中 ,饲料 中 添加 鱼油 显著 抑制 了 半 滑 舌 鲍 肝脏 ACC1 
249 ”基因 的 表达 。 因 此 ， 当 饲料 中 提供 充足 的 PUFA 时 ， 半 滑 舌 鲁 可 以 优先 利用 ， 从 而 减少 脂肪 酸 的 从 头 
250 ”合成 ， 以 节省 能 量 。 
251 4 结 论 
252 本 研究 从 半 滑 舌 鲁 肝脏 中 克隆 了 ACC1 基因 全 长 cDNA, AAEE ACC. 的 主要 功能 位 点 为 ATP 
253 ”结合 位 点 、 生 物 素 结合 位 点 、 辅 酶 A 结合 位 点 , 与 其 他 演 椎 动物 相 比 基本 保守 。 半 滑 舌 鲍 ACCI 基因 
254 ”主要 在 肝脏 和 大 脑 等 生 脂 组 织 中 表达 ,饲料 中 添加 鱼油 显著 抑制 其 肝脏 ACC1 基因 的 表达 ， 且 抑制 作 
255 ”用 与 鱼油 添加 量 成 正 相关 。 
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Abstract: The full-length cDNA of acetyl-coa carboxylase a (ACCI) gene was cloned from liver of 
half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis) by reverse transcription PCR (RT-PCR) and rapid 
amplification of cDNA ends (RACE) methods. The expression of ACC1 mRNA in gut, liver, muscle, ovary, 
spleen, brain, kidney, heart, mesenteric adipose tissue of half-smooth tongue sole was analyzed by real-time 
fluorescence quantitative PCR (RT-qPCR) method. In addition, the effects of dietary lipid level on ACCI 
gene expression in liver of half-smooth tongue sole were investigated. The results showed as follows: 1) the 
full-length cDNA of ACCI gene was 7 811bp with a 7 074 bp open reading frame encoding 2 357 amino 
acids. The ACC1 protein has a calculated molecular weight of 266 ku and isolectric point of 6.42. Some 
conserved sites of ACC1 amino acid sequence were found, including a ATP-binding site (Gly?!óto Gly?!) , 
a biotin-binding site  ( Val?-Met/96-[ ys7*7-Met755) , and a CoA-binding site (Ser/?9? to Val!995). In addition, 
the alternative splice varieties were found in ACCI gene, and we present evidence for the presence of two 
isoforms of ACC1 in half-smooth tongue sole liver that differ from the 266 ku ACC1 by the absence of 8 and 
15 amino acids. The amino acid sequence has a high similarity to ACC1 of other species, the percent identity 
compared with zebrafish and mouse were 93% and 87%, respectively. 2) The expression of ACC] mRNA 
was detected in all examined tissues. The relative expression level of ACC1 mRNA in the liver and brain 
were 2.67 and 2.53, respectively, which were significantly higher than that in other tissues (P«0.05); the 
relative expression level of ACC1 mRNA in gut, ovary and mesenteric adipose were second, which were 
1.14, 0.97 and 1.10, respectively; the relative expression level of ACC1 mRNA in the kidney was the lowest, 
only was 0.48. 3) Compared with the control group (without fish oil group), diet added with 3.5% fish oil 
significantly decreased the relative expression level of ACC1 mRNA in liver (P«0.05); diet added with 7.0% 
and 10.0% fish oil led to further decrease the relative expression level of ACC1 mRNA in liver, and it 
significantly lower than that in 3.5% fish oil group and control (P«0.05), meanwhile, the 10.0% fish oil 
group was lower than 7.0% fish oil group (P>0.05). In summary, we have cloned the full-length cDNA of 
ACCI gene from half-smooth tongue sole. Compared with other vertebrates, the main functional sites 
(ATP-binding site, biotin-binding site and CoA-binding site) are basically conserved. The lipogenic tissues, 
such as liver and brain, are the main ACC/ gene expressing tissues in half-smooth tongue sole. Moreover, 
liver ACC1 mRNA expression is inhibited after the fish fed diets added with fish oil, and the inhibitory effect 
is positively correlated with the addition of fish oil. 
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